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RNAi timeline
2.1 - base genetica dell’RNAi
10/10/16
1995 - Guo e Kemphues notano che RNA senso sono efficienti quanto gli antisenso nella soppressione dell’espressione genica in C. 
elegans.
1997 - Cogoni e Macino isolano mutanti di Neurospora crassa difettivi per il ‘quelling’, un fenomeno di silenziamento post-trascrizionale 
indotto da transgeni, simile all’RNAi.
1998 - prima descrizione del fenomeno dell’RNA interference (RNAi). Fire e Mello iniettano dsRNA in C. elegans  inducendo un 
silenziamento genico sequenza-specifico.
1999 - il laboratorio di Mello comincia a dissezionare geneticamente il fenomeno dell’RNAi, identificando rde-1, un gene che codifica per 
un omologo della famiglia Argonaute, conservata nel regno vegetale e animale.
2000 - Zamore e colleghi scoprono il processamento di lunghi dsRNA a carico di una attività RNasica di tipo III in piccoli frammenti dsRNA 
di 21-23 nucleotidi (siRNA) in estratti cellulari di Drosophila.
2001 - clonaggio di DICER, una RNasi III evolutivamente conservata, alla base dell’RNAi.
2001 - il laboratorio di Tuschl descrive per la prima volta l’RNAi in cellule di mammifero.
2003 - vari laboratori riportano come la trascrizione di piccoli RNA a forcina (short hairpin shRNAs) induca silenziamento specifico in 
mammiferi. Primi report di applicazioni terapeutiche dell’RNAi in topo.
2002 - primi e controversi report sul coinvolgimento dell’RNAi in fenomeni di silenziamento della trascrizione e modificazioni della 
cromatina.
2004 - la Acuity Pharmaceuticals annuncia l’entrata in fase I del trial per un farmaco siRNA contro una malattia degenerativa (age-related 
macular gegeneration).
2006 - Fire e Mello vincono il Premio Nobel per la medicina. 
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1998: Fire e Mello gettano una luce inattesa sul fenomeno
2.2 - base genetica dell’RNAi
corso  di biologia molecolare avanzata (1)
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
10/10/16
  
prima descrizione del fenomeno di RNA interference
2.3 - base genetica dell’RNAi
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fenotipi osservati in seguito a iniezione con diversi dsRNA
2.4 - base genetica dell’RNAi
corso  di biologia molecolare avanzata (1)
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
10/10/16
  
silenziamento di transgeni GFP e fusioni GFP-lacZ con diversa localizzazione cellulare
la figura mostra GFP fluorescence
2.5 - base genetica dell’RNAi
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scomparsa del messaggero target di mex3 solo iniettando mex3 dsRNA
In situ hybridization
2.6 - base genetica dell’RNAi
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identificazione e analisi di linkage di mutanti RNAi
2.7 - base genetica dell’RNAi
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risposta dei mutanti rde e mut a RNAi
2.8 - base genetica dell’RNAi
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clonaggio e analisi di sequenza di rde-1
sorprendente: rde-1 appartiene a una famiglia di geni conservati negli eucarioti  Argonautes
2.9 - base genetica dell’RNAi
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rde-1 codifica per un membro della famiglia delle proteine Argonaute/PIWI (AGO)
2.10 - base genetica dell’RNAi
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RNAi in vitro con estratti di Drospohila
2.11 - base genetica dell’RNAi
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accelerazione degradazione mRNA target in vitro
2.12 - base genetica dell’RNAi
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la co-soppressione si accompagna all’accumulo di piccoli RNA di ~25 nt
Hamilton  and Baulcombe. (1999) Science 286, pp. 950 - 952
2.13 - base genetica dell’RNAi
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in mammiferi dsRNA a lunga catena attivano la IFN-pathway e portano a morte cellulare
…fino a quando non si è trovato il modo di bypassare la IFN response 
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RNAi: piccoli dsRNA guidano il processamento di mRNA target ad intervalli di 21-23 nt
articolo da leggere per mer 12 ott, discussione in aula
2.15 - base genetica dell’RNAi
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